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く関与している｡ この作用以外にも､ ビタミン Aは皮
膚粘膜形成､ 成長促進､ 細胞分化誘導､ 免疫調節､ 抗癌
などの作用も発揮する｡
癌 (悪性腫瘍) はわが国の死因の第一位を占め､ 現在､
副作用の少ない抗癌剤の開発が社会から強く要請されて
いる｡ ビタミン A自身の抗癌作用は非常に弱いものの､
ビタミン Aの代謝物であるレチノイン酸 (RA) は急性
前骨髄性白血病患者 (APL) の治療薬として使用され









点がある｡ しかしながら､ 再発した患者に RAを投与し






味がある｡ 癌転移を規定する要因に､ 細胞の解離､ 浸潤､
接着､ 増殖などがある｡ 特に癌巣で発生する活性酸素種
(ROS) が､ 癌細胞の運動､ 転移を促進する重要な鍵物
質として認知されている3-5)｡ ROSのうちスーパーオキ
シド (O2-) が癌転移に促進的に作用することが知られ
ている｡ 一方､ DNA傷害を引き起こす発癌には､ ROS
のヒドロキシラジカル (･OH) が深く関わる｡ ヒドロ
キシラジカルは､ 強い酸化力をもち､ 酵素蛋白質や細胞
骨格蛋白質､ 脂質､ 糖質､ 核酸 (DNA､ RNA) と反応




HPR, Fig. 1) は RAの末端のカルボキシル基にヒド
ロキシルフェニルアミノ基が結合した合成レチノイドで
ある｡ 4-HPRは RAの誘導体として合成されたが､ そ
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Fig. 1. Chemical structures of RA, 4-HPR, and






アポトーシス (programmed cell death) を誘導する
ことが提唱されている12-17)｡ 現在､ 4-HPRの臨床試験が､
膀胱癌､ 肺癌､ 前立腺癌､ リンパ腫､ 神経芽腫に対して
行われている11, 13, 18-25)｡ 4-HPRは一般的に忍容性におい
ては良好であったが､ 低用量で血漿レチノールレベルの
枯渇による可逆性暗順応障害､ 乾燥肌､ 発疹､ 高用量で
可逆性肝機能障害､ 高グリセリド血症､ 小児特異偽脳腫
瘍､ 嘔吐､ 軽度の血小板減少症が観察されている｡ この
ように､ 4-HPRは有効な治療薬ではあるものの副作用
を現す｡
合成レチノイド Fenretinide､ 4-HPR の抗癌剤とし
ての作用と問題点を踏まえて､ 副作用のない新規の抗癌
剤と抗酸化剤の創製について述べる｡ また､ 抗癌作用
(細胞増殖抑制作用) と抗酸化作用 (ROSの消去) との
関連性を考察する｡
2. Fenretinideとその誘導体の癌細胞に対する作用
(1) Fenretinideと RAの細胞増殖､ 分化､ 生存率に
与える影響26)
4-HPRの前骨髄性白血病細胞株 HL60における分化






関) しなかった｡ 血清含有培地を使用した時､ 4 M 4-
HPRは約 40%の細胞の分化を誘導したが､ その際の





いことから､ 次に 4-HPRの RAによる HL60細胞の分
化誘導作用に与える影響について調べた｡ 単独で分化を
ほとんど誘導しない濃度の RA (10 nM or 40 nM) と
4-HPR (4~400 nM) を併用することで､ 4-HPRは RA
による細胞分化を増大させた (Fig. 3)｡ これらのデー
タをアイソボログラムで解析したところ､ Combination
Index は約 0.6 であった｡ これらのことから､ 4-HPR










とから､ 4-HPRの活性を保持し､ 且つ､ 副作用を持た
ない化合物の創製を試みた｡ 4-HPRの副作用は内在性
のレチノイド作用を阻害したことに起因していることか
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Fig. 2. Comparison of the effects of RA and 4-HPR
on differentiation, viability, and growth of HL60
cells. Cells (2×105/ml) were grown with various concen-
trations of RA (○) or 4-HPR (□) in serum-free medium
(left panels) or in medium containing 10% FBS (right
panels). Measurements were made at 92 h for cells
growing in serum-free medium and at 85 h for cells
growing in medium containing serum. Each point is
the mean of at least 4 measurements. The SE of each
data point was 8% of the mean. Control cultures had
a cell density of 1.1×106/ml in serum-free medium and
1.02×106/ml in serum-containing medium. The values
for % net growth were calculated with the following for-
mula : ［(cell concentration of experimental culture) -
(initial cell concentration) / (cell concentration of control
culture) - (initial cell concentration)］×100.
ら､ 副作用の原因となる 4-HPRの構造はレチノイド構




を持つ 4種の化合物 : RA､ アミノフェノール (4-AP)､
アセトアミノフェノール (p-AAP, アセトアミノフェン)､
メチルアミノフェノール (p-MAP) について (Fig. 1)､
細胞増殖抑制・アポトーシス誘導作用を調べた｡
Fig. 4に示すように､ HL60細胞に対する細胞増殖抑
制作用を調べたところ､ 1 M p-MAPは約 33%を抑え
たのに対し､ 同じ濃度の RA､ 4-HPRは順に約 29%､
約 28%を抑制した｡ 化合物 10 Mの濃度では､ p-MAP
が RAと 3種のアミノフェノールのうち最も強く､ 4-
HPRと同等の細胞増殖抑制作用を示した｡ 細胞増殖は､
p-MAPで約 99.7%､ 4-HPRで約 99.6%､ RAで約 39
%､ 4-APで約 21.8%､ p-AAPで約 4%の割合で阻害さ
れた｡ さらに､ 4-HPRは薬剤耐性癌細胞の増殖を抑制
するが､ p-MAP も 4-HPR と同様に RA 耐性 HL60
(HL60R) 細胞､ RA 耐性乳癌 (MCF-7/AdrR) 細胞に
対し増殖抑制活性を示した27)｡ また､ p-MAPは 4-HPR
よりも若干弱いものの､ 4種の化合物のうち最も効果的
に､ 乳癌 (MCF-7) 細胞､ 前立腺癌 (DU-145) 細胞､






ス解析により調べた｡ コントロールと 1 M p-MAPで
処理した細胞から抽出した DNAはフラグメンテーショ
ンしていなかったが､ 10 M の濃度の p-MAP と 4-
HPRではフラグメントラダーが認められた (Fig. 5)｡























































Fig. 3. HL60 cell differentiation in serum-free me-
dium induced by increasing concentrations of 4-
HPR in the presence of fixed concentrations of
RA. Cells (2×105/ml) were grown for 92 h in serum-free
medium with the indicated concentrations of RA and 4-
HPR. Each point is the mean of at least 4 measure-
ments. The SE of each data point was   8% of the
mean. The isoboles (inset) are for combinations of 4-
HPR with RA that are isoeffective (ED50) for differentia-
tion of HL60 cells. When there is additivity the experi-
mental values for a combination fall on the dashed line
connecting the values for each agent alone. The ED50
value for 4-HPR alone was estimated by extrapolation.
This value could not be determined experimentally be-
cause of low viability (see Results). The viabilities were
> 85% for each of the other isoeffective conditions

























Fig. 4. Growth of HL60 cells in the presence of
aminophenols (p-MAP, 4-AP, p-AAP), RA, and 4-
HPR. Cells (2×105/ml) were grown without or with
aminophenols (p-MAP, 4 AP, and p-AAP), RA, or 4-HPR
at 1 M or 10 M concentration in medium containing
10% FBS for 94 hours. The SD of each data point was  8% of the mean. Experiments were repeated at least
four times. RA was used as an internal standard for
growth inhibition. Values for percent net growth were
calculated with the following formula :［(cell concentra-
tion of experimental culture) - (initial cell concentration)












(p-MBAP)］(Fig. 6) を創製し､ 癌細胞に対する増殖
抑制・アポトーシス誘導作用を検討した｡




HL60R 細胞では逆転した｡ 化合物 4 M の濃度での
HL60細胞と HL60R細胞の net増殖%を､ Fig. 7Bに
表した｡ HL60細胞では､ p-OAP (約 60%抑制) は 4-
HPR (約 62%抑制) と同等の活性を示した｡ これに対
し､ HL60R細胞において､ p-OAP (約 70%抑制) の
作用は 4-HPR (約 90%抑制) より弱かった｡ アミノフェ
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Fig. 5. Agarose gel analysis of DNA fragmentation of
HL60 cells grown in the presence of p-MAP and 4-
HPR. Cells (2×105/ml) were grown in the presence of
DMSO (Control), 1 M p-MAP, 10 M p-MAP, and 10 M 4-HPR in medium containing 10%. FBS for 24 h.
DNA was extracted from cells and DNA fragmentation
was measured by agarose gel electrophoresis. These ex-
































































































Fig. 6. Chemical structures of p-alkylaminophenols
(p-MAP, p-BAP, p-HAP, p-OAP, and p-MBAP) and
4-HPR.
Fig. 7. Growth of HL60 and HL60R cells in the pres-
ence of p-alkylaminophenols and 4-HPR. (A) Cells
(2 for HL60 or 1 for HL60R×105 cells/ml) were grown
without (□ ) or with various concentration of 4-HPR
(◇) and p-alkylaminophenols (p-MAP (○), p-BAP (●),
p-HAP (△), p-OAP (■), and p-MBAP (▲)) in RPMI me-
dium containing 10% FBS. Growth was measured at
113 h for HL60 or 67 h for HL60R. (B) Net growth %
of control was shown for each compounds at 4 M con-
centration. Each point is the mean of at least four
measurements. The SD of each point was   8% of the
mean.
ノール基に繋がるアルキル鎖の伸長に伴い､ 抗増殖活性
は増加した (Fig. 7B)｡ また､ p-OAPはアルキル鎖の
代わりにメトキシベンジル基を持つ化合物 p-MBAPよ
りも強力であった｡ さらに､ p-アルキルアミノフェノー
ルの中で p-OAP は 4-HPR よりも強力に RA 耐性乳癌
(MCF-7/AdrR) 細胞に対し増殖抑制活性を示した28)｡ ま
た､ p-OAPは 4-HPRと比べ､ 肝癌 (HepG2) 細胞に
対して同等､ 或いは､ 乳癌 (MCF-7) 細胞に対して若
干弱い作用を現すものの､ アルキル鎖長に依存して細胞
増殖を抑制した｡ 前立腺癌 (DU-145) 細胞の増殖阻害
においては､ p-BAP､ p-HAP､ p-OAP は 4-HPR より















ビタミン Eの 1分子は 2分子の DPPHラジカルを消
去するのに対して､ システインの 1 分子は 1 分子の
DPPHラジカルを消去することは､ 以前の研究から明
らかにされている｡ これらの結果を基にして､ 各化合物
の DPPH ラジカル消去能を測定したところ､ RA は
DPPHラジカル消去能を持たなかった27, 29)｡ これに対し､
1分子の p-AAPは 0.5分子の､ 1分子の 4-HPRは 1分
子の､ 1 分子の 4-AP､ p-MAP､ p-BAP､ p-HAP､ p-
OAPは 2分子の DPPHラジカルを消去した (Fig. 9)｡











タミン E､ RA､ 4-HPR､ p-AAP､ 4-AP､ p-MAPによ
る脂質過酸化の阻害実験を､ 残存するMDA量を測定す
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Fig. 8. DNA fragmentation of HL60 cells grown in
the presence of p-alkylaminophenols. HL60 cells (4
×105 cells/ml) were grown in the presence of p-MAP,
p-BAP, p-HAP, p-OAP, and p-MBAP at the concentra-
tion of 10 M or DMSO (Control) in medium containing
10% FBS for 48 h. DNA was extracted from the cells














































Fig. 9. Effects of aminophenols and 4-HPR on DPPH
radicals. Ethanol (2 ml) and a 500 M solution of
DPPH radicals in ethanol (1 ml) were added to 0.1 M
acetic acid buffer, pH 5.5 (2 ml). Each compound was
added, and mixtures were incubated at room tempera-
ture for 30 min. Absorbance was measured
spectrophotometrically at 517 nm. Antioxidant activity
in the presence of compounds［ (A) p-MAP, 4-AP, p-
AAP, 4-HPR, vitamine E, or cysteine; (B) vitamine E,
p-MAP, p-BAP, p-HAP, p-OAP, or p-MBAP］at a con-
centration of 20 M, expressed as % of vitamin E calcu-
lated according to the following formula: (control
absorbance - absorbance in the presence of compound) /
(control absorbance - absorbance in the presence of vita-
min E)×100. The means ± SD of at least four meas-
urements are shown.
ることにより検討した｡ その結果､ MDA生成は RA､ 4-
HPR､ 4-AP､ p-MAPの処理によって濃度依存的に抑制
されたが､ ビタミン Eと p-AAPではほとんど影響しな
かった (Fig. 10)｡ IC50 値は RA では約 2～3 M､ p-
MAP と 4-HPRでは約 4.5 M､ 4-APでは約 20 Mで






ころ､ p-OAP､ p-HAP､ p-BAP､ p-MAPの順に MDA
生成を強く抑制した (Fig. 11)｡ IC50値は p-OAP (C8)
では約 0.0014 M､ p-HAP (C6) では約 0.033 M､ p-
BAP (C4) では約 0.3 M､ p-MAP (C1) では約 4.6 M､ p-MBAPでは約 0.4 Mであった｡ p-OAP (C8)
による抗酸化活性は､ p-MAP (C1) の約 330 倍､ RA












(Fig. 12)｡ 驚くべきことに､ これらの p-アルキルアミ
ノフェノールの内､ 最もアルキル鎖の短い p-MAPが最
も強力なスーパーオキシド消去剤であった｡ 化合物 1 Mの濃度では､ p-MAPは約 72%､ p-BAPは約 49%､
p-HAPは約 40%､ p-OAPは約 38%､ p-MBAPは約 34
%のスーパーオキシドを減少させた｡ IC50値は p-MAP
(C1) では約 0.6 M､ p-BAP (C4) では約 1 M､ p-
HAP (C6)､ p-OAP (C8)､ 及び p-MBAPでは約 1.5 M
であった｡ これらの結果は､ p-アルキルアミノフェノー




























Fig. 10. Inhibition of ascorbate-dependent lipid
peroxidation by aminophenols (p-MAP, 4-AP, p-
AAP), 4-HPR, vitamin E, and RA. Microsomes (0.5
mg protein/ml) without (□) or with various concentra-
tions of p-MAP (■), 4-AP (●), p-AAP (◆), 4-HPR (△),
vitamin E (○), or RA (◇) in 100 mM Tris-HCl (pH 7.5)
containing 15 M FeCl3 , and 4 mM ADP, were
preincubated at 37 ℃ for 1 min. To reaction mixtures
was added 1 mM ascorbic acid and incubation was con-
tinued at 37 ℃ for 20 min. TBA reagent was added,
then the mixtures were heated in a boiling waterbath
for 15 min, and centrifuged. Supernatant absorbance
was measured at 535 nm ( =156,000cm-1M-1 ). The
means ± SD of at least four measurements are shown.
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Fig. 11. Marked reduction of lipid peroxidation by
p-MAP, p-BAP, p-HAP, p-OAP, and p-MBAP.
Microsomes (0.5 mg protein/ml) and various concentra-
tions (0.01 ~ 10 M) of p-MAP (○), p-BAP (●), p-HAP
(□), p-OAP (■), and p-MBAP (◇) in 100 mM Tris-HCl
(pH 7.5) containing 15 M FeCl3, and 4 mM ADP, were
preincubated at 37 ℃ for 1 min. To reaction mixtures
was added 1 mM ascorbic acid and incubation was con-
tinued at 37 ℃ for 20 min. TBA reagent was added,
then the mixtures were heated in a boiling waterbath
for 15 min, and centrifuged. Supernatant absorbance
was measured at 535 nm ( =156,000 cm-1M-1 ). The
means ± SD of at least four measurements are shown.








た｡ その結果､ 抗癌作用 (細胞増殖抑制・アポトーシス




MAP］を示した28)｡ また､ 抗癌作用は弱いが､ 4-HPR
に比べて強い DPPHラジカル消去能をもつ化合物［2
分子消去：p-MAP､ p-BAP､ p-HAP､ p-OAP､ 4分子








と考えられる｡ また､ p-OAPは癌細胞 (HL60細胞､






キシラジカル､ 特にスーパーオキシド (O2-) の消去酵
素であるスーパーオキシドジスムターゼ (SOD) が癌
転移において注目されている3-5)｡ 本研究において､ RA
と 4-HPRは全く O2- 消去作用を示さないが､ p-MAP
を初めとする全ての p-アルキルアミノフェノールは O2-
を消去することが明らかとなった30)｡ これらの化合物の
転移抑制に対する有効性を､ in vitro､ in vivoで検討
する予定である｡ 一方､ 強い酸化力をもつヒドロキシラ
ジカル (･OH) は DNA傷害を起こすことから､ 発癌に






型認知症32-34)､ パーキンソン病34, 35)､ 関節リュウマチ36-37)､










































Fig. 12. Superoxide scavenging activity by various
concentrations of p-alkylaminophenols. Reaction
mixture containing various concentrations of p-
alkylaminophenols (p-MAP (□), p-BAP (■), p-HAP (○),
p-OAP (●), and p-MBAP (△)) were mixed, and then
xanthin oxidase was added. After the incubation at 25
℃ for 20 minutes, CuCl2 was added to the reaction mix-
ture. The subsequent extent of NBT reduction was de-
termined at 560 nm by spectrophotometer. The SD of
each data point was  8% of the mean.
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Development of anticancer agents exhibiting antioxidative activities
: Structure-activity relationship studies on Fenretinide
Noriko TAKAHASHI
Laboratory of Physiological Chemistry, Institute of Medicinal Chemistry, Hoshi University,
Shinagawa, Tokyo 142-8501, Japan
Fenretinide, N-(4-hydroxyphenyl)retinamide (4-HPR) is an aminophenol-containing synthetic retinoid derivative of
all-trans-retinoic acid (RA) that is a chemopreventive and antiproliferative agent against various cancers. 4-HPR is a po-
tent inducer of apoptosis in several cancer cells. Clinical studies with 4-HPR have shown side effects consisting of night
blindness and ocular toxicity. In order to maintain potent anticancer activity without such side effects, we investigated
the anticancer actions of 4-HPR and designed new compounds based on its structure-activity relationships. 4-HPR alone
was a poor inducer of differentiation of HL60 human leukemia cells as compared to RA. 4-HPR was an effective anti-
oxidant that scavenged  , -diphenyl- -picrylhydrazyl radicals and inhibited lipid peroxidation. Combinations of 4-HPR
and RA synergistically induced differentiation of HL60 cells. To elucidate those structural components of 4-HPR, which
contribute to these effects, we examined the biological activities of RA, 4-aminophenol, p-methylaminophenol (p-MAP)
and p-acetaminophen. Both anticancer and antioxidative activities shown by 4-HPR were due to the p-MAP moiety.
Elongation of alkyl chains in the p-alkylaminophenols increased anticancer and lipid peroxidation inhibitory activities.
Anticancer efficacy of p-alkylaminophenols correlated with the inhibitory activity of lipid peroxidation, but not with the
superoxide scavenging activity. p-Alkylaminophenol showed no effect on blood retinol concentrations, in contrast to re-
ductions observed following 4-HPR administration. New p-alkylaminophenols, particularly p-octhylaminophenol, appear
to represent the most effective anticancer agents and antioxidants without side effects. These may have clinical utility
for the treatment of diseases, such as cancers, diabetes, cardiovascular disease and neurodegenerative diseases including
Alzheimer and Perkinson’s disease.
